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RESUMEN

Las micosis superficiales son infecciones causadas por hongos que afectan la
parte mas superficial de la piel, mucosa, pelos y ufias. En los ultimos afios no
se han creado nuevas drogas para el tratamiento de estas micosis. Por lo que
es necesario investigar y desarrollar nuevos compuestos con actividad
antifungica. El aceite de girasol ozonizado, que aun estd en estudio,
representa una posible alternativa. Se plante6 el objetivo de evaluar actividad
antifangica in vitro del aceite de girasol ozonizado en aislados clinicos de
micosis superficiales. Se recopilaron cultivos de Candida albicans,
Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Fusarium spp., los cuales fueron
ensayados para determinar su sensibilidad frente al aceite de girasol
ozonizado, que consta de una fase oleosa y otra acuosa, empleando el método
de referencia por microdilucién en caldo segun el CLSI y el método de
unidades formadoras de colonias. Los datos obtenidos fueron analizados en
base a valores numéricos y medidas de tendencia central. Las comparaciones
se llevaron a cabo por la prueba estadistica U de Mann-Whitney para analisis
de variables no paramétricas. Por el método de unidades formadoras de
colonias empleando la cepa de C. albicans ATCC90028 se obtuvieron tiempos
de letalidad entre 15 y 60 minutos de exposicion a las muestras ozonizadas.
Por el método de microdiluciéon en caldo se obtuvieron CIM de 0,4% — 0,75%
para C. albicans; entre 0,75% y 1,5% para Fusarium spp., frente al aceite de
girasol ozonizado. Frente a la fraccion acuosa ozonizada se obtuvieron CIM
entre 1,5% y 6,25% para C. albicans, entre 0,4% y 1,5% para Fusarium spp.
Para los dermatofitos, las CIM y CFM frente a la porciéon acuosa ozonizada
fueron =0,2% y < 0,75%. Se concluye que el aceite de girasol ozonizado, tanto
en su fraccion oleosa como acuosa, tiene mayor actividad antifungica que el
aceite de girasol virgen.

Palabras claves: aceite de girasol ozonizado, micosis superficiales,
tratamientos alternativos, dermatofitos, Fusarium spp., Candida spp.
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ABSTRACT

Superficial fungal infections are caused by fungus that affect the most
superficial part of the skin, mucosa, hair and nails. In recent years there have
not created new drugs to treat these fungal infections. So it is necessary to
research and develop new compounds with antifungal activity. Ozonated
sunflower oil, which is still under study, represents a possible alternative. In
order to evaluate in vitro antifungal activity of ozonized sunflower oil in clinical
isolates of superficial mycosis, it was raised cultures of Candida albicans,
Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Fusarium spp., which were tested
for their sensitivity to ozonized sunflower oil, consisting of an oil phase and
another aqueous was collected using the reference method microdilution CLSI
broth according to the method and the colony forming units. The data obtained
were analyzed based on numerical values and measures of central tendency.
Comparisons were carried out by the statistical U Mann-Whitney test for
nonparametric analysis variables. By the method of colony forming units using
strain C. albicans ATCC90028 lethality times were obtained between 15 and
60 minutes of exposure to ozonized samples. By the method of microdilution,
MICs there were obtained 0.4% - 0.75% for C. albicans; between 0.75% and
1.5% for Fusarium spp., against ozonized sunflower oil. Opposite the ozonized
aqueous fraction was obtained MIC between 1.5% and 6.25% for C. albicans,
from 0.4% to 1.5% for Fusarium spp. For dermatophytes, MIC and MFC against
the ozonized aqueous portion were <0.2% and <0.75%. It is concluded that
ozonized sunflower oil, both aqueous and oil fractions has antifungal activity
greater than virgin sunflower oil.

Keywords: ozonized sunflower oil, superficial mycoses, alternative
treatments, dermatophytes, Fusarium spp., Candida spp.
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INTRODUCCION

Las micosis superficiales son causadas principalmente por un grupo de
hongos queratinofilicos, denominados dermatofitos, que constituyen los
géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, donde Trichophyton
rubrum es la especie antropofilica que se aisla con mayor frecuencia a nivel
mundial. También en dichas micosis pueden estar implicados hongos no
dermatofitos, como las levaduras, principalmente las del género Candida, asi
como hongos filamentosos [1].

El tratamiento de las micosis superficiales depende del tipo y de la localizacion
de la lesion, asi como del agente causal. Algunas de ellas, como las
onicomicosis, requieren de terapias prolongadas y de administraciéon de
farmacos tanto por via oral como tdpica [2,3].

De acuerdo a la informacion revisada, en los Ultimos afnos no se han creado
nuevas drogas antifungicas para el tratamiento efectivo de estas micosis. La
resistencia antifUngica en dermatofitos no es frecuente; sin embargo, se
encuentran reportes de respuesta refractaria al tratamiento de eleccién en
infecciones por T. rubrum [4-7].

En este sentido, es importante investigar y desarrollar nuevos farmacos
antifungicos, en pro de ampliar las opciones terapéuticas efectivas en el
tratamiento de estas micosis. Para ello se emplean diferentes técnicas que

permitan evaluar la actividad antifungica in vitro frente a nuevos compuestos,



como los fitoquimicos, que son compuestos quimicos obtenidos

principalmente de plantas [8].

Dentro de los compuestos en estudio con actividad antifungica se tienen
aquellos derivados de plantas medicinales, tales como eucalipto, granada,
tomillo morado, clavo de olor, pimienta, entre otros, los cuales continian en
estudio y no son prescritos, ya que, no se conoce con exactitud el principio
activo, el mecanismo de accién y los efectos adversos que ellos puedan tener

en el ser humano [9-13].

Otros compuesto que esta en estudio es el ajoene. Se trata de una molécula
con actividad antifungica presente en Allium sativum, “ajo”, cuyo mecanismo
de accién se atribuye a la inhibicién de sintesis de fosfatidil colina, con
acumulacion del compuesto precursor fosfatidil etalolamina. Se interpreta que
este mecanismo ocasiona alteracion a nivel de la membrana celular y
consiguiente muerte fangica. Esta molécula continda en estudio, a pesar de

qgue se han obtenido buenos resultados in vivo e in vitro [14-16].

Una alternativa actual, en estudio, es la ozonizacién de compuestos ricos en
acidos grasos insaturados, como el aceite de girasol. Las sustancias
oxigenadas que se sintetizan han demostrado tener una buena respuesta in
vitro e in vivo en micosis superficiales con escasos efectos adversos [8, 17-
22], ofreciendo asi, una posible opcion util para estos compuestos en el ambito

de la medicina.



Existen pocos estudios publicados a nivel mundial sobre actividad antifungica
de los aceites ozonizados. En Latinoamérica, existen publicaciones
procedentes de Chile, Brasil y Cuba [8, 21, 18]. Los resultados que se
presentan en la mayoria de ellas se refieren al aceite de girasol ozonizado,
siendo el girasol (Helianthus anuus) una planta herbacea anual de la familia
Asteraceae, originaria de América y cultivada como alimenticia, oleaginosa y
ornamental en todo el mundo; otros nhombres comunes son calom, maravilla,
maiz de teja, flor de escudo, entre otros. En nuestro pais no hay publicaciones
relacionadas especificamente con el aceite de girasol. Por tales motivos se
considera necesario emprender estudios que permitan estandarizar tanto la

preparacion del compuesto, como las pruebas de susceptibilidad.

A lo largo de este trabajo se presentaran algunos de los estudios mas
relevantes publicados sobre el aceite ozonizado y su actividad antimicrobiana,
su posible modo de accion y los beneficios que hasta ahora han resultado

positivos en el tratamiento de varias enfermedades.



MARCO TEORICO

Antecedentes
Existen pocos trabajos publicados sobre actividad antifungica in vitro de
aceites ozonizados. A continuacion se describen brevemente algunos de ellos,

entre los mas relevantes.

En el afno 2006 Geweely publicdé un estudio en Giza, Egipto, sobre actividad
antifungica de aceite de oliva ozonizado en el complejo Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Epidermophyton floccosum, Microsporum canis y complejo
Trichophyton rubrum, donde se determino la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) del compuesto para estos agentes empleando el método de dilucion en
agar. El aceite ozonizado mostré actividad frente a todos los microorganismos
ensayados, con una CIM entre 0,53 y 2,00 mg/mL, siendo las especies mas

susceptibles C. albicans, M. canisy T. rubrum [20].

En 2012 Guerrer y colaboradores realizaron un estudio en Brasil sobre
actividad antifungica de aceite de girasol ozonizado en levaduras aisladas de
onicomicosis, empleando el método de difusién en disco. El compuesto fue
activo frente a varias especies de levaduras: complejo Candida parapsilosis,
C. albicans, Trichosporon asabhii, C. tropicalis y C. guilliermondlii, sin embargo,
los halos de inhibicidbn que obtuvieron para el aceite de girasol ozonizado
fueron menores a los halos que se obtuvieron con los antifungicos control

(fluconazol, ketoconazol, itraconazol y anfotericina B). Los autores comentan



sobre la necesidad de ampliar estudios de sensibilidad del aceite ozonizado
por el método de microdilucion en caldo, el cual es un método de referencia, a

diferencia del método de difusion en disco que ellos emplearon [21].

Ese mismo arfio fue publicado en Chile un estudio realizado por Thomson y
colaboradores, en el cual evaluaron la actividad antifungica in vitro de aceite
de girasol ozonizado en 41 cepas de dermatofitos empleando dos métodos, a
saber: microdilucién en caldo y el de difusion en disco. También evaluaron el
nivel de seguridad del compuesto mediante ensayos in vivo con ratones de
experimentacién. Como resultado obtuvieron que el compuesto fue activo

frente a todos los dermatofitos por ellos evaluados [8].

Dermatomicosis

Las micosis superficiales se denominan en general dermatomicosis y se
dividen inicialmente en dos grandes grupos, de acuerdo al tipo de agente
causal a saber: las dermatofitosis, causadas por hongos dermatofitos, y

aquellas que son causadas por hongos no dermatofitos [23].

Las dermatofitosis son infecciones debidas a un grupo de hongos
queratinofilicos, denominados dermatofitos, que pueden invadir cabello, ufa 'y
piel lampifa, tanto en el ser humano como en animales. Esta capacidad se
debe a la produccién de enzimas, como la queratinasa, que le van a facilitar al
hongo la invasion de estos tejidos. Se han descrito unas 40 especies de

dermatofitos, dénde aproximadamente 20 estan relacionadas con infeccion en



el ser humano. Su distribucion es mundial, aunque determinadas especies se
aislan en regiones bien delimitadas, que sin embargo, el turismo y la
inmigracién han influido en esta distribucion. Se estima que causan entre el 20

y el 25% de las micosis superficiales [23].

Los dermatofitos, como todo microorganismo, poseen caracteristicas
bioldgicas, que algunas de ellas representan puntos criticos a la hora de
escoger las técnicas a emplear en la determinacidn de actividad antifungica o
pruebas de susceptibilidad. Taxonémicamente los dermatofitos son un grupo
de hongos pertenecientes a la divisibon Ascomycota, orden Onygenales, familia
Arthrodermataceae; se reproducen por conidias: macro y/o microconidias de
formas y cantidad variables, dependiendo del género y la especie. Estan
comprendidos en tres géneros: Trichosporum, Microsporum vy
Epidermophyton. Para su cultivo en el laboratorio, pueden tardar entre siete y
catorce dias para crecer en medios de cultivo micoldgicos convencionales. Su

temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 25 y 28°C [24].

Dentro de las infecciones no dermatofiticas se pueden mencionar la pitiriasis
versicolor, causada por diferentes especies de Malassezia, las onicomicosis
causadas por hongos levaduriformes como Candida spp. y Trichosporon spp.,
y diferentes hongos filamentosos como especies de Aspergillus, Fusarium,
Acremonium, Scopularopsis, entre otros, que por ser hongos saprofitos, su
diagndstico definitivo se debe hacer por correlacion entre el examen directo y

el cultivo, mas la clinica. La mayoria de las onicomicosis se presentan en



personas adultas, en ufas de los pies, excepto las infecciones por Candida
spp., que se asocia principalmente a infeccion en las ufias de las manos en
personas que mantienen mucha humedad en las mismas, como lavanderas,
pudiendo presentarse paroniquia o inflamacién de los bordes laterales del

lecho ungueal [25].

Abordaje actual de las dermatomicosis

El manejo adecuado de las dermatomicosis tiene como punto clave realizar un
adecuado diagnéstico, que se logra con hacer una buena anamnesis del
paciente, donde es de vital importancia los datos epidemiolégicos como el
contacto con animales, otras personas con las mismas lesiones, la ocupacion,
enfermedad base, entre otros aspectos que orientan al diagndstico.
Seguidamente se visualizan las lesiones sugestivas y se debe realizar el
examen directo con KOH y cultivo de dichas lesiones. La visualizacion directa
de las estructuras fungicas es orientativo y el cultivo va a permitir hacer el

diagnéstico micolégico definitivo para la aplicacién del tratamiento [24].

Luego de realizar un adecuado diagnéstico se procede a la instauracién del
tratamiento, el cual va a depender de la presentacién clinica. Si se trata de
Tinea corporis poco extensa se debe tratar con antifungicos tdpicos
Unicamente. En caso de afecciones extensas o afeccion de ufias o pelos, el
tratamiento debe ser tanto tépico como sistémico. Dentro de los antimicéticos
disponibles en el mercado para el tratamiento de las micosis superficiales se

encuentran griseofulvina, clotrimazol, fluconazol, itraconazol, terbinafina y



ketoconazol, el cual se usa en esquemas especificos bajo estricta vigilancia

médica por su elevada hepatotoxicidad [24].

Nuevos compuestos naturales con actividad anti dermatofitica

Desde la antigledad se han utilizado las plantas por sus propiedades
medicinales. Sus estudios a nivel farmacolégico son bastante numerosos. Las
plantas representan una rica fuente de agentes antimicrobianos y en la
naturaleza las mismas tienen sus propias defensas contra hongos que son
posibles patdgenos para ellas. El creciente numero de infecciones micoéticas y
la disminucién de opciones terapéuticas por el aumento de resistencia
antifngica ha estimulado ampliar las investigaciones en actividad antifungica

de diferentes compuestos fitoquimicos [13, 26].

En la actualidad existen numerosos compuestos naturales descritos con
actividad antifungica contra dermatofitos. Entre ellos se pueden mencionar
extractos alcohdlicos, aceites esenciales y compuestos de naturaleza
sulfhidrica aislados de los bulbos de ajos (Allium sativum); aceites derivados
de Eucalyptus globosus y otros extractos alcohdlicos de plantas silvestres tales
como las imidas ciclicas y leguminosas; sin embargo, ninguno tiene suficientes

estudios adecuados que permita el uso en humanos [8, 27].

En este punto conviene sefialar que se encuentra en estudio la ozonizacion de
aceites vegetales. Los aceites ozonizados han mostrado tener actividad

antifngica en ensayos preclinicos [8, 20, 21] y aceleran la mejoria clinica en



los pacientes con micosis superficiales como pie de atleta y onicomicosis [18,
22, 28]. Dentro de los aceites ozonizados mas estudiados se encuentran el
aceite de oliva, el aceite de palma y aceite de girasol, este ultimo por su alto

contenido en &cido oleico y linoleico [8, 21].

En ensayos in vitro los aceites ozonizados han mostrado un amplio espectro
antimicrobiano en hongos, como especies del género Candida, Aspergillus y
dermatofitos [8, 20], en diferentes especies de micobacterias de crecimiento
lento y de crecimiento rapido, asi como en bacterias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y diferentes especies de Enterococcus,

Streptococcus 'y Staphylococcus [29, 30].
Propiedades fisicas y quimicas de los aceites ozonizados

Para la formacion de estos compuestos se emplean sustratos lipidicos
insaturados, los cuales reaccionan con una mezcla de gases insuflados de
02/03, confiriéndole actividad terapéutica a los derivados ozonizados [17] (ver

figura 1).
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Figura 1. Estructuras quimicas representativas de derivados ozonizados que
se forman por reaccion quimica del ozono con triglicéridos insaturados. Los
o0zoénidos primarios son especies transitorias, inestables, que se reorganizan
en ozonidos secundarios, mas estables, también conocidos como ozdénidos
Criegee [17].
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El mecanismo propuesto por el cual se originan estas moléculas, conocido
como reaccién Criegee, consiste en que el ozono se combina con un enlace
insaturado para formar inicialmente un ozoénido primario, inestable, que se
descompone facilmente para formar un zwitterién y un fragmento carbonilo. El
zwitterion (del aleman zwitter “hibrido”), es un compuesto quimico que es
eléctricamente neutro pero tiene cargas formales positivas y negativas sobre
atomos diferentes y se caracterizan por presentar una elevada solubilidad en
agua. En un ambiente anhidrido estos sustratos se combinan para dar el tipico

derivado trioxolano ciclico [17].

Desde el punto de vista de aplicacién a nivel industrial, la calidad de los
derivados ozonizados depende de varios parametros, tales como: (i) el tipo y
calidad del generador de 0zono; (ii) las condiciones de ozonificacidén, en cuanto
a reactores y tiempo, tipo de material y cantidad; (iii) La eficacia del ozonizador

[17].
Pruebas para determinar susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas para determinar actividad inhibitoria de los antimicrobianos, estan
ideadas para aquellos microorganismos con la capacidad de crecer
adecuadamente cuando son incubados durante un lapso aproximado de 24
horas. Los microorganismos con requerimientos nutricionales especiales, que
crecen mas lento o necesitan suplementos nutricionales atmosféricos, deben
ser evaluados por pruebas de diluciéon solo cuando el uso de cepas control

demuestra la ausencia de inhibicién por interferentes [31]. Dentro de las

11



técnicas que permiten evaluar actividad inhibitoria de los antimicrobianos
tenemos: i) macro y microdilucion en caldo, teniendo ventaja el método de
microdilucién en caldo ya que se utilizan pequefnos volumenes de reactivos.
Ambos métodos representa el estandar de oro en cuanto a pruebas de
susceptibilidad; ii) Dilucion en agar, el cual es el segundo método de referencia
iif) Difusion con discos, conocido como prueba de Bauer-Kirby, modificada por
el CLSI, ofrece informaciéon util en muchos casos. Sin embargo, existen
algunas limitaciones definidas. La prueba solo se debe aplicar a especies
microbianas que hayan sido cuidadosamente evaluadas; iv) Prueba
epsilométrica (ETEST®; Biomerieux): una prueba moderna, bastante util en el
laboratorio, cuya ventaja radica en que es un método de difusién que da la
concentracion inhibitoria minima del hongo para determinado antifungico [31].

Técnicas para determinar actividad antifungica

La expansion de compuestos antimicéticos fue un factor decisivo que hizo
necesario desarrollar pruebas de susceptibilidad in vitro, estandarizadas y
clinicamente relevantes, a fin de utilizarlas como guia en las decisiones
terapéuticas, asi como para evaluar la actividad antifungica en las diferentes
fases del desarrollo de nuevas drogas por parte de las companias
farmacéuticas. En el caso de los hongos filamentosos el método de eleccién

es el de microdilucién en caldo [24].
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Técnica de dilucién en caldo para hongos filamentosos

Muchos de los parametros empleados en el desarrollo de pruebas de
susceptibilidad para levaduras, fueron empleados en los procedimientos in
vitro para hongos filamentosos. Para 1998 el CLSI publicé el manual M38-P,
el cual fue aprobado en el aflo 2002 (M38-A) [24]. El procedimiento detalla la
metodologia de macrodilucion y microdilucion en caldo para determinar la
susceptibilidad en los hongos filamentosos mas comunes que causan micosis
invasivas como Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus spp.,
Pseudallescheria boydiiy Sporothrix schenckii. [24]. Para el afio 2008 el CLSI
public6 la segunda revisidbn del documento designandolo M38-A2, el cual
contiene material adicional concerniente al control de calidad de las pruebas;
se dan las recomendaciones para evaluar susceptibilidad a equinocandinas y
antifangicos contra dermatofitos; se afiaden las recomendaciones sobre la
preparacién de indculos en dermatofitos; se introduce el concepto de CME
(Concentracién Minima Efectiva) y su comparacién con el concepto tradicional
de CMI (Concentracién Minima Inhibitoria) [24, 32]. También se encuentra
disponible el manual del Comité Europeo para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana EUCAST, de sus siglas en inglés, el cual presenta la
metodologia para realizar pruebas de susceptibilidad en hongos filamentosos,

pero no aporta ninguna especificacion para los dermatofitos [33].
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En vista de la necesidad de realizar estudios en pro del avance en cuanto a
evaluacion de actividad antifungica del aceite de girasol ozonizado se plantean

los objetivos, general y especificos, como se muestra a continuacion.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifungica in vitro del aceite de girasol ozonizado en

aislados fungicos de micosis superficiales.

1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la actividad del compuesto a diferentes tiempos de
ozonizacion.

Establecer la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracién
Fungicida Minima (CFM) del Aceite de Girasol Ozonizado (AGO) con el
tiempo optimo de accidn, por el método de microdilucion en caldo, frente
a diferentes agentes fangicos productores de micosis superficiales.
Comparar la CIM y CFM del aceite de girasol ozonizado respecto a la

de aceite de girasol sin ozonizar.
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METODOLOGIA

Tipo de investigacion. Es un estudio pre-clinico, con un disefio experimental,
analitico y transversal para determinar la actividad antifungica de Aceite de

Girasol Ozonizado (AGO) frente a diferentes hongos.

Microorganismos. Se utilizaron 40 aislamientos fungicos a partir de casos
clinicos de micosis superficiales, obtenidos en los laboratorios de Micologia
del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR), Servicio Autbnomo
Instituto de Biomedicina “Dr. Jacinto Convit” y Laboratorio de Micologia de la
Clinica Santa Sofia. Cabe mencionar que la seleccion de la muestra es de tipo
no probabilistica e intencional. En la tabla 1 se muestran los aislados clinicos

y cepas de referencia con sus respectivas procedencias.

Este estudio cumple con las normas establecidas por el Comité de Bioética y
en acuerdo con los requisitos, establecidos en las normas de Bioética, cuya
carta de compromiso de confidencialidad y de aprobacién por el comité de

bioética se encuentran en los anexos 1y 2 respectivamente.
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Tabla 1. Microorganismos fungicos utilizados para ensayos de actividad
antifangica frente a compuestos ozonizados

Microorganismos INHRR SAIBDJC CSS Total

Aislados clinicos

Candida albicans 10 10
Fusarium spp. 10
Complejo F. oxysporum 6

Complejo F. solani 2

F. chlamydosporum 1

Fusarium incarnatum 1

Dermatofitos 20
Microsporum canis 4 7

Complejo T. rubum 5 2 2

Cepas de referencia 3

C. parapsilosis ATCC 22019

—

C. krusei ATCC 6258 1

C. albicans ATCC 90028 1

INHRR: Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel; SAIBDJC: Servicio
Auténomo Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit; CSS: Clinica Santa
Sofia.
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Fase 1: Preparacion del Aceite de Girasol Ozonizado (AGO).

Esta fase del estudio fue realizada por la Corporacién Canciani C.A., RIF J-
40126775-0, ubicada en Caracas, Venezuela. Es una empresa dedicada al
desarrollo de proyectos de ingenieria y comerciales. El presidente de la
empresa facilité las muestras de aceite de girasol ozonizado para realizar los
ensayos correspondientes, cuyos resultados fueron analizados debidamente
en el presente trabajo de investigacion. En representacién de dicha empresa,
hemos contado con la presencia del Dr. Diodoro lacocca y del presidente MSc.
Marco Canciani de la Universidad Central de Venezuela y Universidad Simén

Bolivar respectivamente.

Procedimiento:

Se emplea aceite de girasol comercial, de uso comestible.

Se wusa un equipo denominado TA-600, fabricado por la empresa
Phoenixozono ubicada en Maracay. La capacidad de generacién de ozono es

de 6 gr/hora.

El método de ozonizacion es de difusidn por burbujeo y agitacién. Se sumerge
un difusor poroso en una mezcla agua-aceite y se agita mecéanicamente de
forma constante durante todo el tiempo de ozonizacién. Los poros del difusor
son de tamafno controlado, a fin de proporcionar burbujas que puedan
interaccionar, con cierta eficacia, con las gotas del aceite de girasol dispersas

en la fase acuosa.
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En la linea que sale del ozonizador y se conecta al difusor se incluye una
trampa enfriada convenientemente, cuya finalidad es condensar las gotas de
acido nitrico, que se genera por la presencia del nitrégeno y de la humedad en

el aire que alimenta el aparato.

Se coloca en recipiente adecuado el aceite de girasol y agua destilada en una
proporcién conveniente. Se ozoniza a diferentes tiempos: 10 minutos, 20

minutos, 30 minutos y 180 minutos.

Para los fines del presente trabajo se empled una mezcla en la proporcion 1:1

para las muestras preparadas a diferentes tiempos de ozonizacion.

A cada muestra se le asignd una letra a conveniencia que va de la “A” hasta

la “D”, dependiendo del grado de ozonizacidén, como se muestra en la tabla 2.

Para la evaluacién de las muestras no se contd con la concentracién exacta
de los componentes con actividad antimicrobiana, por o que se emplearon
valores porcentuales (%), partiendo de una muestra madre al 100%
concentrada y realizando diluciones hasta alcanzar los valores porcentuales

requeridos.
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Tabla 2. Muestras ozonizadas ensayadas

Muestras Tiempo de ozonizacién Proporcién Concentracion
del compuesto (minutos)  aceite/agua tedrica de Oz
destilada (gramos/hora)
A 10 1:1 1
B 20 1:1 2
C 30 1:1 3
D 180 1:1 18

Cada compuesto (A, B, C, D) posee una porcidén oleosa, una acuosa y una
mezcla oleosa-acuosa.
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Fase 2. Determinacion de actividad antifingica segun tiempo de
ozonizacion

Ensayo de sensibilidad por el método de Unidades formadoras de

Colonias (UFC)

Esta metodologia se llevd a cabo para evaluar la actividad antifungica del
aceite de girasol ozonizado a diferentes tiempos, probando tanto la parte
oleosa como acuosa del compuesto. En los compuestos A y B adicionalmente

se evalub la mezcla de ambas presentaciones.

Microorganismo:

Este ensayo se realiz6 con la cepa de referencia Candida albicans ATCC

90028.

Procedimiento:

Se colectan 20 uL de cada uno de las muestras ozonizadas A, B, Cy D, en

sus diversas presentaciones, en tubos Eppendorf de 1,5 ml.

Se prepara un indculo en solucion salina fisiolégica estéril, al 0,5 en la escala
de McFarland por comparacién visual con el patrdn, que es equivalente a una
concentracion de 10° UFC/mL, a partir de colonias de Candida albicans ATCC
90028 de 24 horas de crecimiento en agar Sabouraud y se sirven 10 pL en
cada uno de los tubos con las partes ozonizadas, mezclando cuidadosamente.
Se expuso el microorganismo durante diferentes tiempos (0,5; 1; 3; 5; 10; 15;

30 y 60 minutos), a las partes antes mencionados, a temperatura ambiente.
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Una vez transcurrido el tiempo correspondiente se extrajeron 5 pL, y se
sembraron en medio de agar Mueller Hinton glucosado al 2% contenido en
placas de Petri de 60 mm. Las placas se incubaron a 35°C +/- 1°C por 24 a 48
horas. Una vez que transcurre el tiempo de incubacion se procede a realizar

el contaje de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Se realiz6 un control de crecimiento del hongo, indculo sin muestra, la cual fue
sustituida por solucién salina fisiolégica estéril; asi mismo se realizaron los
respectivos controles de esterilidad de las muestras, medios de cultivo y

soluciones empleadas.
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Fase 3. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de Aceite de Girasol

Ozonizado (AGO) por el método de microdiluciéon en caldo

Se siguié la metodologia descrita por los documentos CLSI M38-A2 para
hongos filamentosos y CLSI M27-A3 para levaduras con algunas

modificaciones [32, 34, 35].

Microorganismos ensayados: se ensayaron 10 aislados de Candida
albicans, 11 Microsporum canis, 9 del complejo Trichophyton rubrum, 6 del
complejo Fusarium oxysporum, 2 complejo F. solani, 1 F. chlamydosporum 'y
1 F. incarnatum. También se evaluaron las cepas de referencia senaladas en

la tabla 1.

Mantenimiento de los aislamientos: se realizaron repiques bimestrales y se

mantuvieron a 28°C.

Preparacion de los inéculos: los inéculos se realizaron con cultivos entre
uno a cinco dias de crecimiento de las cepas segun las indicaciones de los
manuales CLSI antes mencionados. Las especificaciones de cultivo de cada
género fungico a ensayar se muestran en la tabla 3. Los cultivos se hicieron
por duplicado para todos los aislamientos, excepto para el complejo

Trichophyton rubrum que se hicieron por triplicado.
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Tabla 3. Condiciones de cultivo de las cepas y los aislados para los ensayos
de sensibilizacion in vitro

Microorganismo Medio para Temperaturade  Tiempo de
subcultivar incubacion incubacion
C. albicans Agar 35°C 24 horas
Sabouraud
dextrosa
T. rubrum Agar lactrimel 30°C 4 a 5 dias
M. canis Agar lactrimel 30°C 4 a5 dias
Complejo F. solani Agar lactrimel 35°C 72 horas*

y F. oxysporum
F. chalamydosporum
F. incarnatum

* Una vez transcurridas 72 horas los cultivos se colocaron a 302C hasta los 7

dias.
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Preparacion de los inéculos de acuerdo al microorganismo

Candida albicans: el in6culo se prepar6 tomando 5 colonias de
aproximadamente 1 mm de diametro de 24 horas de crecimiento y fueron
suspendidas en 5 mL de solucidén salina fisiologica estéril. La suspension
resultante se mezcld en vortex por 15 segundos. Se ajustd el indculo al patron

0,5 McFarland.

M. canis y complejo T. rubrum: se colocé 2 mL de solucién salina fisiolégica
estéril al tubo conteniendo el crecimiento correspondiente de cada hongo, se
removieron las conidias y micelio fungico mezclando en vortex por 3 a 5 veces
de forma pulsétil. Luego se toma la suspensién con una pipeta estéril y se
transvasa a un tubo estéril. Se dej6 sedimentar las particulas durante 5 a 10
minutos, se tomoé la suspension homogénea, se realizd el contaje de las

conidias con un hemocitometro, se ajusté el inéculo a 3 x102 conidias/mL.

Complejos Fusarium oxysporum y F. solani, F. chlamydosporum y F.
incarnatum: se colocaron 2 mL de solucién salina fisiol6gica estéril al tubo
conteniendo el crecimiento correspondiente de cada hongo, se removieron las
conidias y micelio fungico mezclando en vortex por 3 a 5 veces de forma
pulsétil. Luego se toma la suspensién con una pipeta estéril y se coloca en un
tubo estéril. Se deja sedimentar las particulas durante 5 a 10 minutos, se toma
la suspensidon homogénea, se ajusté el indculo a una turbidez de 1 en la escala
de McFarland con un patrén visual. La presencia de hifas y conidias se verificé

por observacién microscopica, mediante un examen al fresco donde se pudo
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visualizar que la cantidad de hifas no super6 el 5%. Posteriormente se realiz6
una dilucién 1:50 en caldo RPMI para obtener la cantidad de conidios/mL entre

0,4 a5 x10%

Viabilidad del indculo: este procedimiento se realizd6 para verificar la

viabilidad de las conidias de hongos para:

Complejos Fusarium oxysporum y F. solani, F. chlamydosporum y F.
incarnatum: se siembra en placas con agar Sabouraud dextrosa 0,01 mL de
una dilucion 1:10 del in6culo ajustado para determinar el numero de unidades
formadoras de colonias por mL. Se incuban las placas entre 28° y 30°C. Se
observaron diariamente y se realiza el contaje tan pronto como las colonias

fueron visibles (72 horas aproximadamente).

M. canis y complejo T. rubrum: se coloc6 0,01 mL del inéculo ajustado en
placas con agar Sabouraud dextrosa para determinar el numero de UFC/mL.
Se incubaron a 30°C y se observaron diariamente hasta que se observé la

presencia de colonias fungicas para la lectura (4 dias).

Prueba de sensibilidad por microdilucion en caldo

Se empled el medio sintético RPMI-1640, de sus siglas en inglés Roswell Park
Memorial Institute de la marca SIGMA-ALDRICH, con glutamina y glucosa, sin
bicarbonato, con rojo fenol como indicador de pH, el cual es adecuado tanto
para el ensayo de hongos levaduriformes como filamentosos. Se afnadio

glucosa hasta alcanzar una concentracién al 2%, se le agregé bufer MOPS (de
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sus siglas en inglés que significan acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico) a

una concentracion de 0,165 M y se llevo a pH 7,06.

1) Preparacion de las muestras ozonizadas. Para esta prueba se ensayoé la
muestra D, con 3 horas de ozonizacién en proporcidén aceite / agua 1:1. Se
opto por esta muestra debido a que mostrd una actividad antifingica mejor que

las otras muestras en los ensayos previos que se habian realizado.

Se evaluaron las fracciones oleosa y acuosa. Se empled el aceite de girasol
sin ozonizar como control. Seguidamente se realiz6 una dilucién 1:2 con
Dimetilsulfoxido (DMSQO) para las muestras oleosas y con agua destilada
estéril para la parte acuosa de la muestras ozonizada; luego se continué
haciendo diluciones seriadas en medio RPMI-1640 hasta completar el rango
de concentraciones finales entre 12,5% y 0,05% para las partes oleosas y
entre 12,5% y 0,025% para la fraccién acuosa, como se muestra en la tabla 6.
Para los antifungicos comerciales empleados como control de calidad del
método, se realizaron soluciones madre de voriconazol a una concentracion
de 1.600 pg/mL y de fluconazol a 1.280 pg/mL. El solvente usado con los
antifungicos fluconazol y voriconazol fue agua destilada estéril. Seguidamente
se llevaron a cabo diluciones doble seriadas de los antifungicos en tubos
(rotulados del 1 al 10) y el contenido de estos tubos a su vez se diluyé 1:50 en
medio RPMI-1640. Los rangos de concentraciones finales se muestran en la

tabla 4.
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Concentraciones ensayadas de AGO y de los antifungicos

Candida krusei
ATCC 6258**

Tabla 4.
comerciales de acuerdo a los hongos evaluados
Microorganismo Muestras y Concentracion Unidad
antifangicos
comerciales
C. albicans, T. Porcién 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; %
rubrum, M. canis, F. oleosay 0,8;0,4; 0,2; 0,1; 0,05;
solani, F. acuosa de 0,025*
oxysporum, F.  AGO; aceite
incarnatum y F.  sin ozonizar
chlamydosporum,
C. parapsilosis Fluconazol 64,00; 32,00; 16; 8,00;
ATCC 22019** 4,00; 2,00y 1,00
pug/mL
Voriconazol 16,00; 8,00; 4,00; 2,00;

1,00; 0,50y 0,25

AGO: aceite de girasol ozonizado; *0,025 sélo para la fraccidn acuosa
ozonizada. ** Las cepas de referencia también fueron ensayadas con los

compuestos ozonizados y el

aceite sin ozonizar

en el rango de

concentraciones indicadas para los otros microorganismos.
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2) Preparacion de las microplacas. Las diluciones seriadas de las fracciones
ozonizadas y aceite de girasol sin ozonizar se dispensaron en placas de
poliestireno de 96 pozos fondo U en orden creciente comenzando por la menor
concentracion en los pozos de la columna 9 (partes oleosas) o 10 (parte
acuosa) hasta la mayor concentracion en los pozos de la columna 1, a razén

de 100 pL por pozo.

3) Ensayos en placas de microtitulacion. Una vez servidas las diluciones de
los antifungicos en las placas, se procedié a colocar en cada pozo 100 pL del
in6dculo previamente preparado, empleando pipetas multicanal. Cada placa por
microorganismo contiene adicionalmente un pozo control de crecimiento, el
cual posee solo el inéculo mas el medio de cultivo y en otro pozo el inéculo
mas el solvente (DMSQO) en rango de concentracién por pozo del 2% que se
utilizé para preparar los antifungicos; un control de esterilidad, que contiene
solo medio de cultivo en la columna 12. De la misma manera se realizaron las
pruebas con los antifingicos control, empleando microorganismos de
referencia recomendados por el CLSI que se han indicado en la tabla 1. Las
placas se incuban a 35°C, excepto los dermatofitos que se incubaron a 30°C,

por el tiempo requerido (ver tabla 5).
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Tabla 5. Tiempo de incubacion de las placas de microdilucion en caldo

Microorganismo Antifungico

Candida albicans,
C. parapsilosis ATCC
22019, C. krusei ATCC

6258
Trichophyton rubrumy  Fraccidn oleosa
Microsporum canis y acuosa de
AGO y aceite
sin ozonizar

Fusarium solani,
F. oxysporum,
F. chlamydosporum y
F. incarnatum

Tiempo de incubacion
(horas)

24 _ 48

Después de 96 horas

46- 50

AGO: aceite de girasol ozonizado
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4) Lectura de resultados. Posterior a la incubacion y obtenido adecuado
crecimiento del control, se procedi6 a realizar la lectura de las placas de forma
visual para determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

Posteriormente se determiné la Concentracion Fungicida Minima (CFM).

Para determinar la CFM se procedié a sembrar 20 uL de 2 a 4 de los pozos,
de las concentraciones por encima de la CIM obtenida, donde no hubo
crecimiento visible, en placas conteniendo medio de Sabouraud agar, se
incubaron a temperatura ambiente por 3 a 5 dias y se cuantifico las unidades

formadoras de colonias.

5) Interpretacion de resultados. La CIM para AGO, fraccion acuosa
ozonizada y aceite de girasol sin ozonizar se consider6 como la minima
concentracion capaz de provocar una reduccion visible de la poblacion
fungica, del 50% o mas, respecto al control de crecimiento y CFM como la
minima concentracidén que inhibe el crecimiento del hongo al realizar repiques

en agar Sabouraud a partir de los pozos donde haya inhibicion del 100%.

6) Control de calidad. Se verificé la calidad del método empleando las cepas
de referencia Candida parapsilosis ATCC® 22019 y C. krusei ATCC® 6258,

como se recomienda en los documentos CLSI M38-A2 y M27-A3.

Analisis de datos. En los datos obtenidos se realizé descripcidén estadistica
en base a valores numéricos y medidas de tendencia central. Se utilizé el

programa office Excel para el andlisis de los estadisticos descriptivos. Para la
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estadistica inferencial se empled el paquete estadistico SPSS versién 23. Se
evaluaron las variaciones entre las cinéticas de muerte de diferentes
compuestos por andlisis de Varianza ANOVA con el test de Diferencias
Minimas Significativas (DMS). La comparacién entre las concentraciones
minimas inhibitorias de las porciones oleosa y acuosa del aceite de girasol
ozonizado y el aceite de girasol sin ozonizar, fue analizada por la prueba
estadistica U de Mann-Whitney para analisis de variables no paramétricas de

tipo independientes. Este estudio fue de una cola con un valor Z 21,64.
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RESULTADOS

Fue evaluada la actividad antifangica in vitro de Aceite de Girasol Ozonizado
(AGO) frente a 40 aislados fungicos, obtenidos a partir de lesiones de micosis
superficiales: 10 Candida albicans procedian de candidiasis oral, 11 Fusarium
spp. (6 complejos F. oxysporumy 2 F. solani, 1 F. chlamydosporumy 1 F.
incarnatum) de onicomicosis, 20 dermatofitos, 11 de los cuales se corresponde
a Microsporum canis, como agente causal de Tinea capitis y 9 complejo

Trichophyton rubrum como agente causal de Tinea unguium.

Por el método de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) con Candida

albicas ATCC 90028 se obtuvo lo siguiente:

1.- Muestra ozonizada D

Con las muestras ozonizadas A, B, Cy D, que la muestra D (AGO con 3 horas
de ozonizacién en proporcion 1:1 aceite/agua) tanto la porcién oleosa como
acuosa, fue la mas efectiva para inhibir el crecimiento del microorganismo en
un lapso menor de tiempo (menor de 15 minutos), siendo la fraccién acuosa

la més eficaz (tablas 6y 7).

2.- Muestra ozonizada A

La muestra A (AGO: 10 min de ozonizacién proporcion 1:1 aceite/agua), en su
fraccion oleosa, a los 15 minutos presentd una reduccién de la poblacién
fungica mayor al 50%, con una inhibicion total a los 60 minutos; mientras que,

la fraccién acuosa tuvo una reduccién mayor al 50% a los 10 minutos y total a

33



los 30 minutos. Por su parte la mezcla de ambas fracciones del compuesto
mostrd mejores resultados, con reduccion mayor al 90% a los 15 minutos y del

100% a los 30 minutos (tablas 6 y 7).

3.- Muestra ozonizada B

Para la muestra B (AGO: 20 minutos de ozonizacion proporcién agua/aceite
1:1) en sus fracciones oleosa y acuosa, a los tres minutos de exposicion hubo
una reduccion mayor al 50% e inhibicién total a los 15 y 30 minutos; mientras
que la mezcla de ambas fracciones del compuesto, mostré una inhibicién

alrededor del 50% a los 5 minutos e inhibicién total a los 30 minutos (tablas 6
y 7).
4.- Muestra ozonizada C

La muestra C (AGO: 30 minutos de ozonizacion en proporcidn aceite agua 1:1)
y el D (AGO: 180 minutos de ozonizacién en proporcién aceite agua 1:1)
tuvieron una reduccién del 50% al minuto de exposicidon en sus porciones
oleosa y acuosa. Para la fraccion oleosa del compuesto C, la reduccion mayor
al 90% se alcanz6 a los 30 minutos y del 100% a los 60 minutos; en cuanto
que, la fraccidén acuosa alcanzé reducir el 90% de la poblacién a los 15 minutos
y el 100% a los 30 minutos. Por su parte, con la muestra D se obtuvo una
reduccion mayor al 90% a los 10 minutos y del 100% a los 15 minutos. Ver
figura 2, tablas 6 y 7. El aceite de girasol sin ozonizar, ensayado como control,

no inhibié el desarrollo fungico en los tiempos evaluados.
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0 0,5 1 5 15
Tiempos de exposiciéon (minutos)
0 0,5 1 3 5 10 15 30 60

Figura 2. Actividad antifungica de las fracciones acuosa y oleosa de la muestra
D (aceite de girasol ozonizado por tres horas en proporcion 1:1 aceite/agua)
con la cepa ATCC 290028 C. albicans. A) Muestra en la fila superior la fraccidén
oleosay en la inferior la fraccion acuosa, durante los tiempos de exposicién 0;
0,5; 1; 5 y 15 minutos. B) Muestra la misma disposicién de las fracciones
ozonizadas, con los diferentes tiempos de exposicion.
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Tabla 6. Porcentajes de viabilidad obtenidos con la cepa ATCC 90028 Candida
albicans frente a las muestras ozonizadas a diferentes tiempos de exposicion
Porcentaje de viabilidad

Tiempo de exposicion en minutos

Muestras Porcion 0 0,5 1 3 5 10 15 30 60
A Oleosa 100 98 75 75 75 68 42 23 0
Acuosa 100 99 64 64 63 42 84 O 0
Mezcla 100 93 90,3 85 645 183 21 O 0
B Oleosa 100 92 55 47 47 47 15 0 0
Acuosa 100 100 66 48 436 128 O 0 0
Mezcla 100 88 804 72,8 522 13 1 0 0
C Oleosa 100 60 50 45 35 30 20 1 0
Acuosa 100 60 50 45 40 10 7 0 0
D Oleosa 100 60 50 45 40 7 0 0 0
Acuosa 100 60 50 45 40 1,6 0 0 0

Aceite sin - 100 100 100 100 100 100 100 100 100

ozonizar

A: aceite de girasol ozonizado por 10 minutos con agua en proporcién 1:1;
B: aceite de girasol ozonizado por 20 minutos con agua en proporcion 1:1;
C: aceite de girasol ozonizado por 30 minutos con agua en proporcion 1:1;

D: aceite de girasol ozonizado por 180 minutos con agua en proporcion 1:1.
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Tabla 7. Tiempos de letalidad obtenidos con la cepa ATCC 90028 Candida
albicans frente a las muestras ozonizadas

Tiempos de letalidad en minutos

Muestras Porcion TEso TEo9o TE100
A Oleosa 15 >30 60
Acuosa 10 15 30
Mezcla 10 15 30
B Oleosa 3 >15 30
Acuosa 3 >10 15
Mezcla 10 >10 30
C Oleosa 1 30 60
Acuosa 1 15 30
D Oleosa 1 10 15
Acuosa 1 10 15

A: aceite de girasol ozonizado por 10 minutos con agua en proporcién 1:1;

B: aceite de girasol ozonizado por 20 minutos con agua en proporcion 1:1;

C: aceite de girasol ozonizado por 30 minutos con agua en proporcion 1:1;

D: aceite de girasol ozonizado por 180 minutos con agua en proporcion 1:1;
TEso0: tiempo en que el compuesto elimina al 50% de la poblacion fungica;
TEgo: tiempo en que el compuesto inhibe al 90% de la poblacién fungica;
TE+00: tiempo en que el compuesto elimina al 100% de la poblacién fungica.
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De acuerdo a los célculos de curvas de letalidad [36] se obtuvo que con todos
los compuestos entre los 15 y 60 min de exposicion con el microorganismo, la
actividad fue fungicida a las concentraciones ensayadas, obteniéndose el
100% de inhibicion del crecimiento. Para el compuesto A, en sus 3 fracciones,
la actividad antifungica inicia a partir del minuto 5, mientras que para el resto
de los compuestos inicia casi de inmediato (ver figura 3). El tiempo en que se
observa actividad fungicida del compuesto, momento en el cual la poblacion
fungica descendid por debajo de 3 log con respecto al tiempo inicial, presenté
un minimo de 7,5 minutos para la faccién acuosa del compuesto D y un

maximo de 49 minutos para la fraccion oleosa del compuesto A (ver tabla 8).

De las gréficas de la figura 3 se desprende que para todas las muestras se
puede definir un tiempo de induccidén de actividad antifUngica de 5 minutos
aproximadamente y luego cada una de ellas presenta una actividad antifungica

especifica en funcion del tiempo.

Analizando las pendientes de las diferentes muestras ozonizadas, por andlisis
de varianza ANOVA, aplicando el test de la Diferencia minima Significativa
(DMS), se encontrd que la muestra D (180 minutos de ozonizacion) fue mas
eficaz que el resto de las muestras, con una significancia menor a 0,05 y un
intervalo de confianza del 95%. Esto demuestra que el tiempo de ozonizacion
de las muestras es un parametro importante que influye sobre la actividad

fungicida del mismo.
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Figura 3. Curvas de letalidad de diferentes compuestos ozonizados frente a

la cepa ATCC 90028 Candida albicans
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Tabla 8. Tiempo fungicida y tasa de letalidad de las muestras ozonizadas
frente a la cepa ATCC 90028 C. albicans.

Tiempo fungicida

Muestras Porcion (minutos) Tasa de letalidad
A Oleoso 49 -0,061
Acuoso 15 -0,201
Mezcla 13 -0,252
B Oleoso 27,3 -0,112
Acuoso 12,2 -0,245
Mezcla 10,8 -0,277
C Oleoso 17,6 -0,170
Acuoso 12,5 -0,239
D Oleoso 8,6 -0,348*
Acuoso 7,5 -0,643*

A: aceite de girasol ozonizado por 10 minutos con agua en proporcién 1:1;
B: aceite de girasol ozonizado por 20 minutos con agua en proporcion 1:1;
C: aceite de girasol ozonizado por 30 minutos con agua en proporcion 1:1;
D: aceite de girasol ozonizado por 180 minutos con agua en proporcion 1:1.
* Significancia respecto a los otros compuestos (p < 0,05).
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Se determinaron las Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM) y las
Concentraciones Fungicidas Minimas (CFM) por el método de microdilucion
en caldo, con la muestra D (aceite de girasol con 3 horas de ozonizacion en
proporcién aceite/agua 1:1, el cual presentd mejor actividad antifungica en
ensayos previos), frente a los diferentes aislados de Candida albicans,
Fusarium spp., Microsporum canis, Trichophyton rubrum y las cepas de
referencia C. albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei

ATCC 6258.

Se obtuvieron las CIM para las levaduras del género Candida (ver tabla 9), con
valores comprendidos entre 0,75% y 0,4% para la porcion oleosa de la muestra
ozonizada; entre 6,25% y 1,5% para la porcibn acuosa de la muestra
ozonizada; y de 3,125% hasta >12,5% para el Aceite de Girasol Sin Ozonizar
(AGSO) empleado como control. Mientras que, las CFM oscilaron entre 0,75%
y 6,25% para la fraccidén oleosa de la muesta; entre 3,125% y 12,5% para la
fraccion acuosa ozonizada; y entre 6,25 y > 12,5% para el AGSO. Se
encontraron diferencias significativas entre las CIM y CFM de la porcién oleosa
de las muestras ozonizadas, siendo estas més efectivas, en comparaciéon a
las CIM y la CFM del aceite sin ozonizar; mientras que para la porcion acusa
no se encontré buena actividad respecto al control o no hubo practicamente

diferencia.

41



Tabla 9. Valores de CIM y CFM obtenidos por el método M27-A3 del CLSI
para los aislados de Candida albicans y cepas control frente a las muestras
ozonizadas y el aceite sin ozonizar

Muestras
AGSO AGO Ac

CIM CFM CIM* CFM* CIM CFM

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Candida albicans
L-412000-97 3,125 12,5 0,75 3,125 6,25 12,5
L-412000-98 3,125 12,5 0,75 6,25 6,25 12,5
L-412000-99 3,125 12,5 0,75 3,125 6,25 12,5
L-412000-243 3,125 6,25 0,4 0,75 1,5 3,125
L-412000-244 3,125 6,25 0,75 3,125 6,25 12,5
L-412000-245 3,125 12,5 0,4 3,125 6,25 12,5
L-412000-254 3,125 12,5 0,75 3,125 6,25 12,5
L-412000-283 3,125 12,5 0,75 3,125 6,25 12,5
L-412000-285 3,125 6,25 0,4 0,75 0,75 6,25
L-412000-305 3,125 12,5 0,75 3,125 6,25 12,5
ATCC90028 >12,5 - 0,4 6,25 6,25 12,5
C. krusei 3,125 >12)5 0,75 6,25 1,5 3,125
ATCC6258
C. parapsilosis 3,125 12,5 0,75 3,125 3,125 12,5

ATCC22019

AGO: Aceite de Girasol Ozonizado; Ac: fraccidn acuosa ozonizada;
AGSO: Aceite de Girasol Sin Ozonizar; CIM: Concentracién Inhibitoria Minima;

CFM: Concentracién Fungicida Minima.

* Significancia respecto al aceite sin ozonizar (p < 0,05), con un valor de Z =

1,64.
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Para los aislados de Fusarium spp se hallaron CIM en el rango de 0,75% -
1,5% para la fraccion oleosa ozonizada; de 0,4% -1,5% para la porcidn acuosa,
con diferencias significativas entre las CIM respectivas, siendo estas de 3 a 4
veces mas eficaces respecto a la CIM del AGSO. De las CFM, con la parte
oleosa ozonizada se obtuvo un rango de concentraciones entre 3,125% -
12,5% y de 1,5% — 6,25% con la porcidn acuosa del mismo. Para el aceite sin
ozonizar, la CIM fue de 3,125% en todos los aislados; mientras que, las CFM
estuvieron en un rango de 6,25%- > 12,5% (ver tabla 10).

Las CIM y CFM obtenidas para Microsporum canisy complejo T. rubrum frente
a las muestras ozonizadas y el control se muestran en las tablas 11 y 12
respectivamente. Para la porcién acuosa ozonizada, las CIM y CFM en T.
rubrumy M. canis fueron de 0,1% — 0,2% y 0,1% - 0,75% respectivamente;
mientras que para las CIM de AGSO se obtuvieron rangos entre 0,05% - 0,4%
frente a M. canis 'y de 0,4% - 0,75% para T. rubrum. Las CFM de AGSO se
encontraron en un rango de 0,1% - 3,125% para M. canisy de 1,5% a 6,125%
para T. rubrum. Hubo diferencias significativas entre el promedio de CIM y
CFM, de la porcion acuosa, frente a los aislados de T. rubrum, respecto al
control, con un valor p < 0,05, siendo mas efectiva la fraccion acuosa. En las
placas de microdilucion, preparadas con la parte oleosa del compuesto para
evaluar actividad contra dermatofitos, no hubo desarrollo fungico, lo que

impidié realizar las lecturas correspondientes.
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Tabla 10. Valores de CIM y CFM obtenidos por el método M38-A2 del CLSI
para los aislados clinicos de diferentes especies de Fusarium frente a las

muestras ozonizadas.

Muestras
AGSO AGO Ac

CiM CFM CIM* CFM* CIM* CFM*
Microorganismo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fusarium oxysporum
78160 3,125 6,25 1,5 6,25 0,75 3,125
104493 3,125 6,25 0,75 6,25 0,4 3,125
99466 3,125 6,25 0,75 6,25 0,4 3,125
101861 3,125 >125 0,75 12,5 0,4 1,5
IBM-247-12 3,125 12,5 1,5 6,25 1,5 3,125
IBM-330-12 3,125 12,5 0,75 3,125 0,75 3,125
F. solani
F-412000-91 3,125 6,25 1,5 3,125 0,4 3,125
IBM-308-12 3,125 12,5 0,75 3,125 0,75 3,125
F. chlamydosporum 3,125 12,5 1,5 3,125 1,5 6,25
F. incarnatum 3,125 12,5 1,5 3,125 1,5 3,125

AGO: Aceite de Girasol Ozonizado; Ac: fraccion acuosa ozonizada;
AGSO: Aceite de Girasol Sin Ozonizar; CIM: Concentracion Inhibitoria Minima;

CFM: Concentraciéon Fungicida Minima.

* Significancia respecto al AGSO (p < 0,05), del promedio de los valores

obtenidos.
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Tabla 11. Valores de CIM y CFM obtenidos por el método M38-A2 del CLSI
para los aislados de Microsporum canis frente a la muestra D ozonizada y
aceite de girasol sin ozonizar.

Muestras
AGSO AGO Ac
Microorganismo CIM CFM CIM CFM CIM CFM

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Microsporum canis

37-312 -+ - - - - -

IBM-236-16 0,2 1,5 - - 0,1 0,2
IBM-284-16 0,2 1,5 - - 0,2 0,4
IBM-287-16 0,05 0,1 - - 0,1 0,2
37-245 0,2 0,4 - - 0,1 0,2
IBM-212-16 0,1 0,2 - - 0,1 0,2
608-299 0,1 0,2 - - 0,1 0,2
IBM-335-16 0,2 0,4 - - 0,1 0,2
106837 0,4 0,75 - - 0,1 0,4
IBM-402-16 0,4 3,125 - - 0,1 0,2
IBM-401-16 0,2 0,4 - - 0,1 0,2

AGO: Aceite de Girasol Ozonizado; Ac: fraccién acuosa ozonizada;

AGSO: Aceite de Girasol Sin Ozonizar; CIM: Concentracion Inhibitoria Minima;
CFM: Concentracién Fungicida Minima.

**- No hubo desarrollo fungico.
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Tabla 12. Valores de CIM y CFM obtenidos por el método M38-A2 del CLSI
para los aislados de Trichophyton rubrum frente a la muestra D ozonizada y
aceite de girasol sin ozonizar.

Muestras
AGSO AGO Ac
Microorganismo CIM CFM CIM CFM CIM* CFwm*

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Trichophyton rubrum

32-269 0,4 3,125 - - 0,2 0,4
CSS-16715 0,4 3,125 - - 0,2 0,4
33-688 0,75 6,125 - - 0,2 0,75
32-363 0,75 1,5 - - 0,1 0,4
32-211 - - - - - -

CSS-16666 0,4 1,5 - - 0,2 0,4
23-16 0,4 3,125 - - 0,2 0,2
IBM-310-16 0,4 3,125 - - 0,2 0,4
IBM-848-15 0,75 3,125 - - 0,2 0,4

AGO: Aceite de Girasol Ozonizado; Ac: fraccién acuosa ozonizada;

AGSO: Aceite de Girasol Sin Ozonizar; CIM: Concentracion Inhibitoria Minima;
CFM: Concentraciéon Fungicida Minima.

* Significancia respecto al AGSO (p < 0,05) del promedio de los valores
obtenidos.

**- No hubo desarrollo fungico.
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En la tabla 13 se muestra los rangos de CIM y CFM de los hongos evaluados.

En la figura 4 y 5 los valores maximos de CIM y CFM obtenidos.
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Tabla 13. Rango de las CIM y CFM del aceite de girasol ozonizado y sin
ozonizar frente a los microorganismos ensayados.

Rango de CIM y CFM (%)

AGSO AGO Ac

n Cim CFM Cim CFM Cim CFM
C. albicans 1 >12,5 - 0,4 6,25 6,25 12,25
ATCC90028
C. krusei 1 3,125 >12,5 0,75 6,25 1,5 3,125
ATCC6258
C. parapsilosis 1 3,125 12,5 0,75 3,125 3,125 12,5
ATCC22019
Candida 10 3,125 6,25-> 0,4 - 0,75 - 1,5- 3,125 -
albicans 12,5 0,75* 6,25" 6,25 12,5
Fusariumspp. 11 3,125 6,25 - 0,75 - 3,125 - 0,4 - 1,25 —

>12,5 1,5* 6,25% 1,5* 6,25*

Microsporum 10 0,05- 0,1 - - - 0,1-02 0,2-04
canis 0,4 3,125
Trichophyton 8 0,4 - 1,5-6,25 - - 0,1 - 0,2-0,75*
rubrum 0,75 0,2*

AGO: Aceite de Girasol Ozonizado; Ac: fraccidbn acuosa ozonizada;

AGSO: Aceite de Girasol Sin Ozonizar; CIM: Concentracion Inhibitoria Minima;
CFM: Concentracién Fungicida Minima.

* Significancia respecto al AGSO (p < 0,05) del promedio de los valores
obtenidos.

**- No hubo desarrollo fungico.
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Figura 4. Valores maximos de concentraciones inhibitorias minimas (CIM)
obtenidos por el método M38-A2 y M27-A3 del CLSI de los microrganismos
ensayados frente a la porcién oleosa y acuosa ozonizada de la muestra D y el
control. AGO: aceite de girasol ozonizado; Ac fraccidn acuosa ozonizada;
AGSO: aceite de girasol sin ozonizar.
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Figura 5. Valores maximos de concentraciones fungicidas minimas (CFM)
obtenidos por el método M38-A2 y M27-A3 del CLSI de los microrganismos
ensayados frente a la porcidn oleosa y acuosa ozonizada de la muestra D y el
control. AGO: aceite de girasol ozonizado; Ac fraccién acuosa ozonizada;
AGSO: aceite de girasol sin ozonizar.
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En las figuras 6, 7, 8 y 9 se muestran ejemplos de los resultados obtenidos por
el método de microdilucion en caldo para los diferentes aislados fungicos

evaluados frente a la muestra D, con 180 minutos de ozonizacion.
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Concentraciones de fraccion oleosa ozonizada (%)
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Figura 6. Placa de microdilucion en caldo de ensayo con la fraccién oleosa de
la muestra D (3 horas de ozonizacion) frente a dos aislados de Candida
albicans por duplicado, a las 48 horas de incubacién. CC: control de
crecimiento; CC + DMSO: control de crecimiento con DMSO al 2%; CE: control
de esterilidad.
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Figura 7. Placa de microdilucion en caldo de ensayo con la fraccidn oleosa de
la muestra D (3 horas de ozonizacién) frente a dos aislados del Complejo
Fusarium oxysporum por duplicado, a las 48 horas de incubacion. CC: control
de crecimiento; CE: control de esterilidad.
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Concentraciones de fraccion acuosa ozonizada (%)

Figura 8. Placa de microdilucién en caldo de ensayo con la fraccién acuosa
de la muestra D (3 horas de ozonizacién) frente a dos aislados de
Microsporum canis por duplicado, a las 96 horas de incubacién. CC: control
de crecimiento; CE: control de esterilidad.

Concentraciones de fraccion acuosa ozonizada (%)

Figura 9. Placa de microdilucion en caldo de ensayo con la fraccién acuosa
de la muestra D (3 horas de ozonizacién) frente a dos aislados del Complejo
Trichophyton rubrum por duplicado, a las 96 horas de incubacion. CC: control
de crecimiento; CE: control de esterilidad.
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Los farmacos comerciales voriconazol y fluconazol, ensayados con las cepas
Candida parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258, como control del
método, se encontraron dentro de los valores esperados, obteniendo las
siguientes lecturas de concentraciones inhibitorias minimas a las 48 horas de
incubacion:

- Candida krusei Fluconazol 16 pg/mL y Voriconazol 0,25 pug/mL.

- Candida parapsilosis Fluconazol 1 ug/mL y Voriconazol 0,03 pug/mL.
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DISCUSION

Las infecciones fungicas a nivel topico tiene una importante prevalencia en
todo el mundo, como son las causadas por dermatofitos, que afectan
principalmente la parte estética del individuo; en cambio las onicomicosis
causadas por hongos no dermatofitos como Fusarium spp., representa una
posible puerta de entrada para infeccibn sistémica en pacientes
inmunosuprimidos; en las ulceras varicosas, ulceras de pie diabético y las
heridas en piel, pueden estar involucrados agentes fungicos como levaduras
del género Candida y hongos filamentosos como Fusarium spp. [1, 3, 5, 37].
El creciente aumento de resistencia antifungica en diferentes hongos de
interés clinico versus la toxicidad que tienen algunos antifungicos de
administracion oral, mas los elevados costos que estos presentan, hacen
necesario investigar y desarrollar compuestos alternativos [2, 4, 6, 7]. En la
naturaleza existen numerosos compuestos con gran potencial antimicrobiano
para el hombre y que deben explotarse para generar beneficios en pro de la
salud de la poblacion. Dentro de los compuestos que se han estudiado para
determinar actividad antifUngica tenemos, el bulbo de ajo (Allium satuvum)
cuyo principio activo es el ajoene [14-16], Eucalipto (Eucalyptus terreticornis,
Myrtaceae), cascara de naranja (Citrus sinencis, Rutaceae) [9], aceite de clavo
de olor (Syzygium aromaticum) [12], extracto de semillas de pimienta (Piper
regnellii) [13, 38], albahaca morada (Ocimum sanctum) [39], granado (Punica

granatum) [10], Polyscias fulva [40], entre otros, asi como el aceite de girasol
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ozonizado [18, 19, 21, 28]. Sin embargo, se requiere de estudios para la
evaluacion y optimizacibn de estos productos naturales, con el fin de
determinar el grado de actividad antimicrobiana, sus efectos adversos,
estabilidad, modo de empleo o aplicacion, entre otros; pudiendo emplearse
solos 0 combinados con compuestos disponibles en el mercado para el uso en

pacientes [41, 42].

En este trabajo se evalué la actividad antifungica in vitro del aceite de girasol
ozonizado por el método de unidades formadoras de colonias (UFC) y por el
método de microdilucion en caldo frente a diferentes aislados fungicos,
procedentes de micosis superficiales. Los resultados obtenidos apuntan a que
la ozonizacién de aceite de girasol en combinacion con agua, optimiza de
manera significativa la actividad antimicrobiana [30]. En nuestros ensayos,
ademas de probar la porcidén oleosa del compuesto, se probé la parte acuosa
también. Los estudios publicados hasta el presente, se refieren Unicamente a
estudios de actividad antifungica de la fase oleosa ozonizada; hasta donde se
tiene conocimiento este viene a ser el primer trabajo in vitro donde se estudia
la actividad antifungica de la fraccién acuosa de la muestra ozonizada. Los
resultados obtenidos, con bajas CIM y CFM en Fusarium spp., muestran que,
en este caso, son por lo menos comparables y hasta mejores de los que se
logran con la porcién oleosa. En el caso especifico de Trichophyton rubrum el
efecto inhibitorio y fungicida fue altamente eficaz. Esto amplia el rango de usos

del compuesto, el cual ya no seria solo en presentacidén oleosa, sino que la
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fraccion acuosa seria una alternativa que permitiria el desarrollo de
presentaciones de uso clinico por separado o de mezclas, que faciliten su
penetracion en los tejidos [41]. Esta es una ventaja apreciable frente a los
resultados reportados por otros investigadores, los cuales con el objeto de
disminuir la viscosidad del aceite de girasol ozonizado, han realizado un
tratamiento previo a la ozonizacion, con alcoholes de bajo peso molecular. Los
resultados obtenidos por esta via de actividad antifungica in vitro e in vivo (en
modelos murinos) frente a diferentes especies de dermatofitos, son
comparables con los que se obtienen con la fraccién acuosa de la muestra
ozonizada [8]. Existe en el mercado otro producto de aceite girasol ozonizado,
denominado OLEOZON®), el cual es el resultado de la ozonizacion del aceite
de girasol solo [43]. Este producto comercial ha sido ensayado frente a
distintas bacterias como, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis y diferentes especies de
micobacterias, mostrando actividad antimicrobiana contra todos las bacterias,
con rangos de concentraciéon entre 1,8 mg/mL y 9,5 mg/mL. [29]. También se
ha evaluado en pacientes con Tinea pedis y en onicomicosis con resultados
de cura clinica del 92% y 90% respectivamente, con escasos efectos adversos

[18, 28].

La actividad antifungica del AGO por el método de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) frente a la cepa ATTCC 90028 Candida albicans, mostro

actividad fungicida en todos los compuestos evaluados a la concentracion
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ensayada, encontrando diferencias significativas en la cinética de letalidad
para la muestra D, con 180 minutos de ozonizacidn, respecto a las muestras
A (10 minutos de ozonizacion), B (20 minutos) y C (30 minutos de ozonizacién).
Todas estas muestras tenian una proporcion de aceite/agua 1:1. Esto
demuestra que el tiempo de ozonizacién del aceite influye en la actividad
antifangica del mismo. Se abre de esta manera una via interesante de
investigacion para obtener datos relativos a los tiempos de ozonizacién y a las
preparaciones de las muestras de AGO en distintas proporciones, con
solventes diferentes al agua destilada. Moreau y col. (2015) [30] realizaron un
estudio donde determinaron como influyen las condiciones experimentales en
la composicién y la actividad antibacteriana del aceite de girasol ozonizado.
Encontraron que cuando se adiciona agua en el proceso de ozonizacién la
concentracion de peroxido, que es el principal componente de accion
antimicrobiana, aumenta de manera proporcional en funcién del tiempo de
ozonizacién, con diferencias bastante marcadas respecto a cuando no se
adiciona agua. Estos investigadores solo evaluaron la porcién oleosa
ozonizada; en cambio, en este ensayo se prueba la parte acuosa,
demostrando que, dicha fraccién tiene una importante actividad antifungica.
Por otro lado, en el presente trabajo, los tiempos en que la viabilidad de la cepa
de C. albicans se hizo cero, fueron entre 15 hasta 60 minutos para todas las
muestras; en contraste Zanardi y colaboradores en el aino 2013 [44] publicaron
un estudio donde determinaron porcentajes de viabilidad de diferentes géneros

bacterianos y de C albicans ATCC 90028 frente al aceite de sésamo
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ozonizado, obteniendo inhibicion total de la cepa de C. albicans ATCC 90028
a las 6 horas de exposicion, eliminando al microorganismos en tiempos
mayores a los obtenidos con aceite de girasol ozonizado. Cabe mencionar que
los investigadores no emplearon ninguna mezcla en el proceso de

0zonizacion.

En esta investigacion se demostrd que tanto la fraccion oleosa como acuosa

del aceite de girasol ozonizado tienen actividad antifungica.

Empleando el método de microdilucion en caldo segun las recomendaciones
del CLSI para evaluar CIM y CFM del compuesto D por presentar mejor
actividad en ensayos previos, se obtuvo que para los aislados clinicos de
Candida albicans y las cepas de referencia, la fraccién oleosa del compuesto
inhibié de forma efectiva el desarrollo fungico con CIM entre 0,4% y 0,75%;
por el contrario la porcion acuosa del compuesto, en este caso no tuvo buena
actividad contra estos microorganismos. Por su parte, los aislados de
Fusarium spp exhibieron actividad inhibitoria tanto para la fraccién oleosa
como acuosa del compuesto, con CIM en los rangos de 0,75% - 1,5% y de
0,4% - 1,5% respectivamente; mientras que, los valores de CFM para la
porcién acuosa casi todos los aislados estuvieron en 3,125%, excepto un
aislado de Complejo F. oxysporun que tuvo un valor de CFM de 1,5% vy F.
chlamydospurun con 6,25%, siendo esta ultima la CFM mas elevada del grupo.
Para los aislados de Microsporum canis no se aprecié mayor diferencia entre

las CIM y CFM de la porcién acuosa ozonizada y el control (AGSO). Mientras
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que, Complejo Trichophyton rubrum tuvo diferencias significativas en las CIM
y CFM frente a la porcion acuosa ozonizada respecto al control, siendo la
muestra ozonizada mas efectiva tanto para inhibir como para matar al hongo.
En el afno 2011, Thomson y colaboradores [8] realizaron un trabajo en el cual
determinaron actividad antifungica del aceite de girasol ozonizado frente a
diferentes especies de dermatofitos, obteniendo CIM y CFM < 1% y <2%
respectivamente. En el presente trabajo no se obtuvo resultados de la fraccion
oleosa ozonizada, mas si, de la fraccion acuosa, donde se presentaron valores
de CIMy CFM < 0,2% y < 0,75%, siendo estos relativamente mejores que los
obtenidos por los investigadores mencionados, quienes también evaluaron
actividad en las cepas de C. parapsilosis ATCC 22019y C. krusei ATCC 6258,
obteniendo una CIM de 1% para ambas cepas y una CFM > 16%, mientras
que en la presente investigacién la CIM obtenida para dichas cepas fue
similares, es decir 0,75%, pero la CFM fue menor, con un valor de 3,75% para
C. parapsilosis ATCC 22019 y de 6,26% para C. krusei ATCC 6258. Esta
diferencia puede deberse a que los investigadores realizaron una tratamiento
previo a la ozonizacién con alcoholes de bajo peso molecular. Otros
investigadores han evaluado la actividad de aceites esenciales frente a
diferentes géneros de hongos filamentosos como Penicillium spp., Aspergullus
spp., Fusarium spp y Rhizopus spp., obteniendo rangos de CIM entre 1%y 4%
[45], mayores que los obtenidos en el presente trabajo, con ambas fracciones

del aceite de girasol ozonizado, para hongos filamentosos.
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En este trabajo, los resultados de las pruebas de sensibilidad in vitro por
microdiluciéon en caldo, empleando el aceite de girasol ozonizado demostrd
que tanto la fraccion oleosa como la acuosa inhiben de manera mas efectiva
el desarrollo de las especies de Fusariumy Trichophyton rubrum; mientras que

la porcién oleosa fue mas activa frente a C. albicans.
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CONCLUSIONES

La actividad antifungica del aceite de girasol aumenta en funcién del
tiempo de ozonizacion (10, 20, 30 y 180 minutos), adquiriendo ambas
fracciones, oleosa y acuosa, actividad antifungica.

De las muestras ozonizadas a diferentes intervalos de tiempos, la que
corresponde a 180 minutos (muestra D en proporcion aceite/agua 1:1)
fue el mas activo como antifungico.

El aceite de girasol ozonizado, tanto en su fraccion oleosa como
acuosa, tiene mayor actividad antifungica que el aceite de girasol sin
ozonizar.

Candida albicans fue inhibida de forma eficaz por la porcién oleosa en
comparacién a la porcién acuosa y al aceite de girasol sin ozonizar.
Con las especies de Fusarium estudiadas, la fraccion oleosa como
acuosa del compuesto ozonizado, inhibieron de forma eficaz su
desarrollo.

La parte acuosa ozonizada mostré actividad antifungica frente a
Microsporum canis similar al AGSO, siendo ambos efectivos para inhibir
el desarrollo fungico.

La porcién acuosa del aceite de girasol ozonizado resulté mas eficaz
frente a Trichophyton rubrum, obteniéndose los valores mas bajos de

CIMy CFM en relacion a los otros hongos evaluados.
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RECOMENDACIONES

En estudios futuros seria conveniente ensayar la asociacién del aceite de
girasol ozonizado, tanto la fraccion oleosa como la acuosa, con otros farmacos
disponibles en el mercado, para evaluar posibles interacciones de tipo
sinérgicas que permitan usar dosis menores con mejor efectividad y reducir el
tiempo de tratamiento, entre otros. Asimismo se sugieren trabajos adicionales
con el fin de establecer los limites de los parametros fisicos y quimicos que se

emplean durante el proceso de ozonizacion de las muestras.
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Anexo 1. Carta de compromiso de confidencialidad

srrio Bolivariano |
Ay
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§ Servicio Autonomo instituto
| de Biomedicina Dr. Jacinto Convit

Sajud

Carta de Compromiso de Confidencialidad

En la presente carta los Investigadores responsables: Lcda. Karla Gonzalez y Dra.
Mireya Mendoza, se comprometen a mantener la confidencialidad de la informacion de
los aislados clinicos obtenidos de pacientes de micosis, los cuales nos han sido
suministrados para llevar a cabo el proyecto de investigacion “Actividad antifungica in
vitro de aceite de girasol ozonizado en hongos causales de micosis superficiales”,
asi como la informacion obtenida de los resultados que surjan con el fin de preservar la
integridad y derechos de los sujetos en estudio.

Este compromiso entrard en vigor en el_momento en que se inicie los trabajos de
investigacion en el Laboratorio de Micologia del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit
donde los investigadores del proyecto declaran que estan de acuerdo con lo siguiente:

a) No divulgar a terceras personas o instituciones el contenido de cualquier
documentacion o informacion, como parte o resultado del proceso de
investigacion;

b) No discutir ni divulgar padecimientos del paciente a terceros, ajenos a la
investigacion salvo los casos previstos de ruptura de la confidencialidad por
requerimiento legal debidamente notariado;

c) No permitir a terceros el manejo de documentacion resultante del proceso de
investigacion;

d) No explotar y aprovechar en beneficio propio, o permitir el uso por otros, de las
informaciones obtenidas o conocimientos adquiridos durante el proceso de
investigacion;

e) No conservar documentacion que sea de propiedad del Laboratorio de Micologia
donde se lleva a cabo el estudio, ni permitir que se realicen copias no autorizadas
de dicha informacion.

En Venezuela, el Codigo de Bioética y Bioseguridad, 2008 (3ra ed), contempla este item,
que reproduciré textualmente del Capitulo 2 de la parte Il, b2 para el uso de muestras o
datos almacenados:

Si las muestras o datos pertenecen a personas gue no pueden ser localizadas o si las
muestras son de antigua data, el investigador(a) debera presentar la propuesta ante la
Comision de Bioética de la institucion que lo respalda, a fin de que estudie el caso. En
estos casos los comités de ética/bioética podran aprobar la utilizacion de las muestras o
datos sin el consentimiento informado, siempre que se cumplan ciertos requisitos
minimos:

. Que la investigacion sea de interés cientifico relevante.

San Nicolds a Providencia. Edificio Servicio Auténomo Tnstituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit, San Jos¢. Caracas
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. Que las muestras sean necesarias para la consecucién de los objetivos de la
investigacion.

. Que no exista evidencia de que el sujeto fuente hubiera manifestado su
oposicion a la utilizacion de la muestra.

« Que la investigacion no perjudique los intereses del sujeto fuente.
Segun lo publicado por Mercedes Gonzéalez Coira en la Revista de Bioética
Latinoamericana Volumen 7(1):61-75. /ISSN: 2244-7482 en el afio 2011; Titulado:
“‘Aspectos éticos en el manejo de muestras humanas y de ADN", publicacion que tomo
como referencia para la solicitud ante ustedes de aprobacion del trabajo de investigacion
bajo disefio prospectivo que pretende evaluar resultados obtenidos de la determinacion
de concentraciones inhibitoria minimas del aceite de girasol ozonizado en hongos
causales de micosis superficiales, con el fin de determinar la actividad antifungica del
compuesto como posible opcion terapéutiéa en micosis superficiales, trabajo que se
realizara durante el periodo comprendido entre octubre de 2015 — octubre 2016 con un
aproximado de 60 aislados fungicos obtenidos de muestras clinicas, y debido a la
dificultad de contactar a dichos pacientes ademas de evitar dafio psicologico y
emocional en estos pacientes o familiares.

Si por algun motivo faltase a cualquiera de mis compromisos, acepto mi responsabilidad
por cada uno de mis actos y sus posibles consecuencias.

Caracas, a los H dias del mes de 1 L(Qio del 2004 .

INVESTIGADOR | CEDULA IDENTIDAD No. | FIRMA -

Lcda. Karla Gonzélez C.I: V-17.037.267
Dra. Mireya Mendoza C.I: V-5.314.793
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Anexo 2. Carta de aprobacion por el Comité de Bioética

Venciucla

. T Sistema Publico
Gobiemo Bolivariano Nacional de Salud

de Venezuela wnots 1864

Caracas, 17 de Agosto de 2016.

Ciudadana

MSc.Maria Mercedes Panizo
Coordinadora Académica
Especializacién en Micologia Médica

El comité de Etica del Hospital General del Oeste, “Dr. José Gregorio
Heméndez”, ha leido el protocolo del estudio clinico titulado:

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitro DE ACEITE DE GIRASOL
OZONIZADA EN HONGOS CAUSALES DE MICOSIS
SUPERFICIALES
Considerando que redne los lineamientos éticos para su realizacion, ha decidido
su aprobacién recomendando la informaci6n seriada y progresiva de su evaluacion.

Atentamente

Por la Comisién de Etica del Hospital General del Oeste.

() s’7

DRA. MARIA ELENA CORDOVA
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